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= (54) Title: METHOD CAPABLE OF BEING AUTOMATED FOR DETECTION OFPRP Rt * AND USES THEREOF 
|H (54) Titre : METHODE DE DETECTION AUTOMATIS ABLE DE LA PrP res ET SES APPLICATIONS 

== (57) Abstract: The invention concerns a method capable of being automated for detecting PrP re5 in a biologicaJ sampJe and its 
^= uses. Said detection method uses a solid support whereon plasminogen is immobilized. It comprises essentially the following steps: 
=== (a) a step which consists in preparing the biological sample during which the latter is incubated on a homogenizing buffer which 
55 comprises an ionic or nonionic surfactant, a glucose-containing buffer, a saccharose-based buffer and a PBS bufifer or in a capture 
= buffer comprising an ionic surfactant; said step optionally comprises incubation with a proteinase K at a final concentration ranging 
g= between 1 and 8 U-g/ml, preferably at a final concentration ranging between 2 and 4 jig/ml; (b) a step which consists in capturing 

the PrP KS on said solid support, which must necessarily be carried out in the presence of a capture buffer, as defined above; (c) a 

controlled denaturation step of the PrP" fixed on said support comprising incubation with a denaturation buffer including at least 
one chaolropic agent, at a temperature ranging between room temperature and UK) °C; (d) a step which consists in detecting the 
denatured PrP" 3 fixed on said support with a PrP protein-specific antibody. 

(57) Abrege : Proced6 de detection automatisable de la PrP r " dans un echantillon biologique ainsi que ses applications. Ledit 
procedd de detection met cn uvrc un support solidc sur lcqucl est immobilise du plasminogen. II comprend csscnticllcmcnt les 
etapes suivantes : (a) une etape de preparation de 1' echantillon biologique au cours de laquelle ce dernier est incube dans un tampon 
d'homogeneisalion qui comprend un agent lensioactif ionique ou non-ionique, un tampon glucose, un tampon a base de saccharose 
et un tampon PBS ou dans un tampon de capture comprenant un agent tensioactif ionique ; ccttc 6tape comprend optionnellement 
l'incubation avec une proteinase K a une concentration finale comprise entre 1 et 8 ug/ml, de preference a une concentration finale 
comprise entre 2 et 4 pg/ml ; (b) une 6lape de capture de la PrP res sur ledit supporl'soli de, effeeluee obligaloiremenl en presence d' un 
tampon de capture, tel que defini ci-dessus ; (c) une etape de denaturation menagee de la PrP™ fixee sur ledit support comprenant 
une incubation avec un tampon de denaturation comprenant au moins un agent chaotrope, a une temperature comprise entre la tem- 
perature ambiante et 1 00°C et (d) une dfape de detection de la PrP re » denaturee et fixee sur ledit support avec un anticorps sp&rifique 
de la proteine PrP. 



< 
00 

o 
© 



© 

o 



WO 2004/008144 



PCT/FR2003/002117 



METHODE DE DETECTION AUTOMATIS ABLE DE LA PrP res ET SES 

APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un procede de detection sensible, 
rapide, simple et entitlement automatisable de la PrP res dans un Schantillon biologique 
5 ainsi qu'k ses applications. 

Les encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles 
(ESST) sont provoquees par des agents transmissibles non conventionnels (ATNC), 
encore appeles prions, dont la nature precise reste contestee a ce jour. Les ESST com- 
prennent essentiellement la maladie de Creutzfeldt-Jakob, chez l'homme (MCJ ou 
10 CJD pour Creutzfeldt-Jakob disease), la tremblante chez le mouton et la chevre et 
Fencephalopathie spongiforme bovine (ESB ou BSE pour bovine spongiform 
encephalopathy) chez lez bovins ; d'autres encephalopathies ont 6t6 mises en evidence 
chez les felides, chez le vison ou certains ruminants sauvages, tels que le cerf. 

Ces maladies sont devolution constamment fatale et il n'existe, a 
15 Pheure actuelle, aucun traitement efficace. 

Dans les ESST, on observe couramment, pendant la phase clinique 
de la maladie, une accumulation d'une proteine de Phote, la PrP (ou prot&ne du 
prion), sous une forme anormale (PrP Tes ), principalement dans le syst&ne nerveux 
central sous la forme d'agrSgats amorphes ou de plaques amyloides. La PrP rcs copuri- 
20 fie avec Pinfectiosite et son accumulation precede Papparition des lesions histo- 
logiques. In vitro, elle est toxique pour des cultures de neurones. 

Les deux isoformes de la PrP presentent la meme sequence en acides 
amines, mais different dans leur structure secondare : la PrP res presente un contenu 
significativement plus Sieve en feuillets p plisses, alors que la PrP normale (PrP sens ) 
2 5 presente un plus grand pourcentage d'helices a. 

L'isoforme infectieuse PrP res est capable de convertir la prot&ne 
normale, c'est-a-dire la PrP sens , en proteine infectieuse. 

Deux propri6t6s biochimiques permettent, generalement, de distin- 
guer ces deux isoformes. 
30 - la PrP rcs est partiellement r6sistante aux proteases, notamment a la 

proteinase K (PK), qui entraine un clivage de son extremity N-terminale. Apres action 
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de la PK, la PrP rcs est souvent appelee PrP27-30 k cause du poids moleculaire apparent 
de la forme biglycosylee ; il est generalement admis que le site de clivage de la PrP rcs 
se situe entre les acides amines 89 et 90 (Prusiner et al, Cell, 1984) pour les souches 
habituelles. 

5 - la PrP"* est insoluble et s'agrege dans les detergents non-ioniques, 

tels que le Triton XI 00 ou le Triton 114 en formant des fibres amyloides (Scrapie 
Associated fibrils, SAFs). 

La forme normale de la proteine du prion (PrP scns ) est, en principe, 
completement degrade par les proteases et est parfaitement soluble en presence de 

1 0 detergents non-ioniques. 

Pour dSceler la pr&ence de l'agent infectieux, la plupart des 
methodes sont fondees sur une detection selective de la PrP anormale (PrO* Uee a 
l'agent infectieux, en tirant profit de sa resistance partielle aux proteases et de ses 
proprietes d f agr6gation. 

15 Toutefois, bien que la PrP 1 " 05 et la PrP scns different par leurs propria . 

t6s physiques, il est en fait tres difficile de developper des tests immunologiques qui 
permettent de difKrencier de mani&re liable les deux isofonnes de la PrP, notamment 
en raison de Pabsence d'anticorps specifiques de la PrP™. En effet, h ce jour, les seuls 
anticoips disponibles reconnaissent soit la PrP scas soit les deux formes de la PrP (sens 

20 ou res) apres qu'elles aient subi une etape de denaturation. C'est la raison pour laquelle 
dans presque tous les tests immunologiques dedies au diagnostic des ESSTs on 
retrouve une etape de denaturation afin de permettre la detection immunologique de la 
PrP rcs . 

Les cinq grandes methodes conventionnellement utilises pour le 
25 diagnostic des ESSTs sont : 

1. Thistopathologie, qui vise a detecter (essentiellement dans des 
tissus nerveux centraux) les lesions caracteristiques des ESSTs (spongiose, vacuolisa- 
tion, astrogliose, plaques amyloides PrP) ; elle reste une m&hode de reference pour la 
confirmation d'un diagnostic clinique. Elle est tres specifique puisqu'elle pennet 
30 d'observer directement les stigmates de la maladie. Cependant, on sait maintenant 
qu'elle est moins sensible que d'autres techniques. Cette m6thode a 1 'inconvenient de 
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ne pas permettre un diagnostic pre-clinique, dans la mesure ou les lesions anatomiques 
apparaissent tardivement dans 1'histoire de la maladie. De plus elle n'est pas du tout 
adapt6e aune analyse en grandes series. 

2. l'immunoMstochimie, qui permet de ddtecter les plaques 
5 amyloides ou les depots de PrP res a 1'aide d'anticorps sp6cifiques de la PrP. La 
sensibilite de 1'observation au microscope peut, en effet, 6tre augments de fapon 
significative grace a cette approche. Ces techniques font certainement partie des 
methodes les plus sensibles aujourdliui mais elles restent lourdes et sont surtout 
utilisees conrme methodes de confirmation. 

10 3. la detection des fibres amyloides par microscopie electronique. 

Cette methode a 1'inconvenient d'etre peu sensible et lourde a mettre en oeuvre. Elle 
est aujourdlvui quasiment abandonee. 

4. les bio-essais qui visent a identifier le caractere infectieux d*un 
6chantillon. En effet, la methode la plus sensible pour le diagnostic des ESSTs est, 

15 sans conteste, I'infection experimental chez Tanimal de laboratoire. Cette m&hode 
consiste a injecter chez un animal un homogenat prepare a partir du tissu etudie et a 
surveiller l'apparition des signes cliniques. Le developpement de cette maladie expe- 
rimentale sera confirme a l'aide de techniques classiques (histologic, immunohistolo- 
gie, Western-blot). Pour des raisons pratiques Svidentes, ces experiences sont 

20 g£neralement realis6es sur des rongeurs (souris, hamster) mais dans certains cas 
extremes, des infections exp&imentales ont ete realisees avec des ovins ou des bovins. 
L'efficacite de la transmission exp&imentale depend de nombreux facteurs et notam- 
ment : de la barrtere d'espfece, de la quantity d'agent transmissible inoculee, de la 
souche de prion, de la sensibility de Tespece r£ceptrice et de la voie d'inoculation. La 

25 voie la plus efficace est la voie intra-cranienne, puis la voie intraveineuse (10 fois 
moins efficace). La voie la moins efficace est la voie orale (100.000 fois moins effi- 
cace que la voie intra-cranienne). Ainsi, le moyen le plus sensible pour d&ecter Tagent 
transmissible responsable de l'ESB est l'injection intra-cranienne chez le bovin, Les 
principaux inconvenients de ces methodes sont, d'une part leur lourdeur et d'autre part 

30 leur duree. En effet, il faut compter entre 300 et 700 jours pour r6aliser un test 
d'infection experimental chez la souris et entre 3 et 10 ans chez les bovins. La dispo- 
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nibilite de souris transgeniques exprimant la mSme PrP que celle de l'espece donneuse 
va permettre de raccourcir ces delais mais, dans tous les cas, ces tests dureront, au 
moins trois mois. 

5. les methodes de Western-blot qui reposent sur la detection immu- 
5 nologique de la PrP res dans un extrait de tissu, apres traitement de Pextrait par une 
protease (PK, par exemple), de fa<?on a detruire l'isofonne normale de la PrP (PrP scns ), 
separation des proteines de T extrait par electrophorese, transfert sur une membrane de 
polymixe, et detection par un anticorps specifique reconnaissant la PrP (Schaller 0. et 
al, Acta Neuropathol (Berl), 1999, 98, 437-443). Pour les raisons expliqu6es ci- 

10 dessus, la digestion par une protease est nScessaire, dans la mesure oil pour effectuer 
une analyse par Western-blot, la prot&ne est d&iaturee, ce qui implique qu'ilji'existe 
plus de difference entre la forme normale (PrP SCDS ) et la forme pathologique (PrP 1 ^) de 
la proline prion. La digestion a la PK pallie cet inconvenient, la PrP sen5 etant 
completement digeree, alors que la PrP res est peu modiftee. La sp6cificite de cette 

1 5 approche tient, entre autre, au fait que sous Taction de la proteinase K, le poids mole- 
culaire de la PrP res est modifie de fa?on caracteristique en raison de la degradation 
partielle de la partie N-terminale de la proteine. Sa sensibilit6 est du meme ordre de 
grandeur que celle de Fiminunohistologie. Le principal inconvenient de cette 
technique est lie a sa difficulte de mise en oeuvre, a la dur£e de l'analyse (> 8 heures) 

20 et a Timpossibilite de Tautomatiser. 

Plus r6cemment des tests de type ELISA ont ete decrits. Parmi ceux 
ci, certains font intervenir un traitement des extraits de tissus par une protease, on peut 
citer : 

- celui d£crit par Serban et ah (Neurology, 1990, 40, 1 10), qui ont 
25 developpe un test de detection de la PrP res qui inclut rimmobilisation des proteines sur 

une membrane de nitrocellulose, suivie d'une digestion proteasique, d'une denatu- 
ration et d'une immunodetection avec des anticorps monoclonaux* 

- celui decrit par Oesch et al. (Biochemistry, 1994, 33, 5926-5931), 
qui ont propose, pour quantifier la quantite de PrP rcs , un test d'immunofiltration pour 

30 la purification de la PrP 165 (ELIFA ou enzyme-linked immunofiltration assay). 
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- celui d6crit par Gratwohl et al., 1997, qui proposent un dosage de 
type ELISA. Apres traitement des echantillons a la prot6inase K et purification de la 
PrP res par centrifugation, celle-ci est adsorb6e sur des plaques de microtitration et 
detectee a l'aide d'anticorps polyclonaux de lapin. 

5 Aucune des m6thodes cittes ci-dessus n'est veritablement adaptee a 

un criblage k haut debit et ne peut se prSter a une automatisation. Apres la premiere 
"crise de la vache folle" en 1996 et la prise en consideration d'une possible transmis- 
sion de cette maladie a Hiomme, le besoin s'est fait sentir de d6velopper de nouvelles 
approches diagnostiques, plus simples et plus rapides. Ces methodes devront permet- 

10 tre soit d'effectuer des ftudes epidemiologiques k grande echelle, afin d'evaluer plus 
precisement les caract&istiques de l'6pizootie, soit de tester systematiquement, a 
i'abattoir par exemple, Tensemble des animaux avant leur entree dans la chaine 
alimentaire ou les circuits industries Ainsi s'est developpee une nouvelle generation 
de tests diagnostiques, dits rapides, qui sont tous fondSs sur la detection immuno- 

15 logiquedelaPrP* 3 . 

En mai 1998, la Direction Generate XXIV de la Commission 
Europeenne (Politique des consommateurs et protection de leur sante) a 6mis un appel 
d'offre mondial visant a recenser les techniques capables d'effectuer un criblage a haut 
debit de la BSE et susceptibles de donner lieu rapidement k un d6veloppement indus- 

20 triel. A Tissue de cet appel d'offre (juin 1998) quatre tests ont 6t6 selectionnes. Trois 
d'entre eux ont 6t6 mis au point par des societes industrielles : Enfer Technology Ltd 
(Irlande) (Demandes Internationales PCT WO 98/35236, au nom de Enfer Technology 
Ltd et WO 93/1 1155, au nom de Proteus Molecular Design Limited), Prionics (Suisse) 
(Demande Internationale PCT WO 99/15651) et E.G. & G. Wallac (Grande Bretagne) 

25 (Demande Internationale WO 00/29850), le quatrieme a 6te d6velopp6 dans deux 
laboratoires du CEA (France). Ces quatre tests ont pour but de d6tecter dans le 
cerveau des animaux la presence de PrP rcs . Toms font intervenir un traitement des 
extraits de cerveaux par la proteinase K de fa9on k d&ruire la PrP seDS et permettre une 
mesure selective de la PrP res . Le test de Prionics utilise la technique du Western-blot 

30 sous une forme industrialist alors que les tests developpes par Enfer Technology et 
Wallac sont des dosages enzymoimmunologiques de type ELISA. Le test d6velopp6 
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par le CEA implique d'abord une purification selective de la PrP** qui est ensuite 
dos6e a l'aide d'un dosage sandwich utilisant deux anticorps monoclonaux (dosage 
enzymo-immunometrique i deux sites). Cette 6tude a montr6 que trois des tests 
evalues (Prionics, Enfer et CEA) possedaient une excellente capacite a detecter 
5 specifiquement les bovins au stade clinique de la maladie. Par ailleurs, le test 
d6veloppe par le CEA a d6montr6 qu'il 6tait significativement plus sensible que celui 
des concurrents en raison notamment de l'6tape de purification/concentration de la 
PrP res (Moynagh et al, Nature, 1999, 400, 105; 
http:/europa.eu.int/comm/dg24/health/). 

10 Ainsi, la Demanderesse a propose un test pour la detection quantita- 

tive de la PrP rcs , qui comprend une 6tape de purification qui conduit & une detection 
significativement plus sensible ; ce test est notamment decrit dans la Demande Inter- 
nationale PCT WO 99/41280 et dans un Rapport preliminaire de la Direction Generate 
XXIV de la Commission Europeenne (Politique des consommateurs et protection de 

1 5 leur sant6 ; http://europa.euint/comm/dg24/health/) ; elle a Sgalement propose, dans la 
Demande Internationale PCT WO 01/35104 une m&hode de diagnostic qui outre la 
possibility de purification evoqu^e ci-dessus, met en oeuvre un traitement . de 
l'echantillon biologique avec une protease, de mani&re a degrader completement la 
p r p S ens £ QS cQn^tions ou tout ou partie des motifs octapeptides rep&6s de la 

20 VrP™ sont conserves ; ceci permet de detecter la PrP™ & Taide d'un anticorps anti- 
octapeptides, d'affinitS 61evee. Cette m&hode est tres sensible et tres specifique ; 
toutefois, le procede de purification/concentration comprend plusieurs etapes et 
notamment une 6tape de centrifugation qui interdit toute automatisation totale du test. 

Depuis 1999, ces tests rapides ont demontre leur utility dans le cadre 

25 d ! 6tudes 6pid6miologiques portant sur des populations k risque (animaux morts, 
abattus en urgence ou euthanasies pour maladie). Depuis le debut de l'annee 2001, ils 
sont utilises a tres grande echelle, pour tester tous les bovins de plus de 24 ou 30 mois 
entrant dans la chaine alimentaire (8,5 millions de tests realises en 2001). 

Aujourd'hui la priority dans le domaine du diagnostic des maladies a 

30 prions est la mise au point d'un test ante-mortem et pr6clinique pour le variant de la 
maladie de Creutzfeldt-Jakob. L'objectif est d T abord de sfcuriser la transfusion 
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sanguine et ensuite de d&ecter de fa9on precoce les personnes atteintes par cette 
maladie afin de pouvoir envisager la niise en place d'un traitement (qui n'existe pas k 
ce jour) avant la phase de neuroinvasion et 1'apparition des premiers signes cliniques 
irreversibles. Ceci implique obligatoirement la mise au point d'un test sur un preleve- 
5 ment de sang ou d'urine, les seuls fluides biologiques facilement prelevables de fa<?on 
non invasive. Cet objectif apparait realisable puisque quelques publications font 6tat 
de la presence de prions infectieux ou de PrP™ 5 dans le sang (Brown et al., Transfu- 
sion, 1999, 39, 1 169-1 178 ; Houston et al. The Lancet, 2000, 356, 999-1000 ; Schmerr 
et al., J. Chroma! A, 1999, 853, 207-214) ou dans l'urine (Shaked et al., J. Biol. 

10 Chem., 2001, 276, 31479-31482). Cependant, l'analyse de ce type d'echantillons pose 
des problemes analytiques beaucoup plus difficiles h r6soudre que ceux rencontres 
pour analyser des tissus connus pour repliquer et accumuler la PrP 1 " 65 (cerveaux, tissus 
lymphoides). En effet, les donnees disponibles sur la physiopathologie des ESSTs 
montrent qu'en tout etat de cause, la PrP res est au moins 100 fois moins concentree 

1 5 dans le sang ou les urines que dans une rate ou un cerveau. D'autre part, il est probable 
que dans ces milieux (urine, cellules blanches du sang), les proprietes biochimiques de 
la PrP* 55 soient diff£rentes de celles observees dans les tissus ou elle s'accumule de 
fa9on importante. Ses proprietes d'agregation et sa resistance k la PK peuvent notam- 
ment Stre tres diminuees. II est possible, par exemple que les traitements a la protei- 

20 nase K utilises pour analyser un 6chantillon de cerveau, detruisent aussi les traces de 
PrP 1 ^ contenues dans le sang. En consequence, il faut developper pour analyser ce 
type d'6chantillon des strategies differentes de celles developpees a ce jour. 

Une des options possibles consiste a utiliser un ligand capable de 
reconnaitre sp6cifiquement la PrP res . Ce ligand, immobilise sur un support solide 

25 adequat pourrait permettre de concentrer la PrP res dans les milieux, comme le sang ou 
Turine dans lesquels elle est tr£s peu concentree. Dans la mesure ou l'interaction entre 
le ligand et la PrP" 3 est vraiment specifique, un traitement a la proteinase K ne sera 
pas necessaire, de meme qu'il ne sera pas necessaire de faire appel a ses proprietes 
d'agregation. 

30 Ce type de ligand a et£ decrit r£cemment par l'equipe d'Adriano 

Aguzzi (Fischer et al., Nature, 2000, 408, 479-483 ; Maissen et al., The Lancet, 2001, 
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357, 2026-2028) et a fait l'objet d'une Demande Internationale WO 01/23425. Dans 
cette Demande Internationale, pour permettre la detection de petites quantites de 
prion, il est propose de concentrer la PrP"* on ses produits de digestion a la PK, par 
traitement de Techantillon biologique concern^ avec des billes magnetiques portant 
5 des sites de liaison aux prions : plasminog&ne purifie, fibrinog^ne, fraction I de preci- 
pitation an sulfate d'ammonium du serum ou du plasma ou fraction II de precipitation 
au sulfate d'ammonium du serum ou du plasma. La PrP"* est done d'abord concentr6e 
par incubation avec des billes magnetiques portant du plasminog&ie ou du fibrino- 
gene, puis d6tect6e par analyse Western-blot, ELISA, immunoprecipitation, test 
10 BIACORE, test iirnnunocytochimique ou test histoblot apres elution de la PrP res du 
support solide. Dans cette m&hode, les conditions sont les suivantes : 

- etape de preparation de Pechantillon : homog6n6isation et centrifo- 
gation de Thomogdnat ; il est important d'utiliser, au cours de la premiere etape 
d'homogen&sation, des concentrations faibles en detergents ioniques, suivie d'une 

15 centrifugation a faible vitesse (500 g pendant 30 minutes), alors que dans les etapes 
suivantes des concentrations elev£es en detergents non-ioniques sont mises en oeuvre ; 
on obtient de preference une concentration en proteine dans Thomogenat d'au plus 5 
mg/ml ; 

- digestion a la proteinase K : de preference en presence de 50 p,g/ml 
20 de PK, k 37°C, pendant au moins une demi-heure ; 

- conditions d'incubation des billes magnetiques avec l'homogenat, 
dans un tampon non-ionique : environ 1 heure et demi a temperature ambiante. 

- conditions de detection : pour realiser cette operation, il y a tout 
d'abord lieu de proceder a une denaturation des proteines fixees, qui conduit a leur 

25 detachement des billes magnetiques : on procede en deux temps : lavage des billes 
avec un tampon de lavage comprenant du Tween 20 k 2 % et du NP-40 a 2 % dans du 
PBS, puis addition d'un tampon de chargement pour Mectrophorese comprenant du 
Tris 50 mM, pH 6,8, du SDS a 2 %, du bleu de bromophenol a 0,01 % et du glycerol a 
10 % et chauffage a 95 °C pendant 5 minutes. La PrP 1168 denaturee ainsi eluee du 

30 support solide contenant le plasminogene est ensuite analysee h l'aide d'un Western- 
blot. En effet, dans la mesure ou il n'existe pas d'anticorps sp6cifique de la PrP"*, 
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capables de la detecter quand elle est liee au plasminogene, il est necessaire de rompre 
la liaison plasminogene/PrP"* et done de denaturer la PrP res , pour la detecter sous 
forme d6natur6e par une autre m6thode, ce qui implique qu'elle est decroch^e des 
billes. Une telle procedure est adaptee k Y analyse par Western-blot, mais pas du tout 
5 aux tests de type ELISA mettant en ceuvre un support tel que des plaques de microti- 
tration ou des billes magnetiques. En effet, les conditions utilis6es dans la m&hode 
decrite dans cette Demande Internationale WO 01/23425 (utilisation de SDS, notam- 
ment) du fait de la dissociation du complexe plasminogene/Prp rcs lors de sa denatura- 
tion, impose une etape de liaison supplemental a un support solide. II faut noter, en 

10 outre, que la methode decrite dans cette Demande ne montre aucune capacity k 
concentrer la PrP res contenue dans un grand volume d'&hantillon. 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donn£e pour but de pourvoir a 
un procede de detection specifique, sensible, simple et rapide de la PrP rcs qui reponde ■ 
mieux aux objectifs actuels du diagnostic des ESSTs que les methodes de detection de 

15 Tart anterieur, notamment : 

- en ce qu'elle est d'utilisation facile, e'est-a-dire mieux adaptee aux 
conditions d'utilisation en routine et done entierement automatisable ; et 

- en ce qu'elle est capable de purifier et de concentrer la PrP rcs sans 
faire appel a ses proprietes de resistance a la PK ou d'agregation. 

20 La presente invention a pour objet un procede de detection de la 

PrP res dans un 6chantillon biologique, mettant en oeuvre un support solide, notamment 
des billes magn&iques ou des plaques de microtitration, sur lequel est immobilise du 
plasminogene, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) une etape de preparation de Pechantillon biologique, lequel peut 

25 etre constitue soit par un homogenat de tissu ou de cellules, soit par du serum ou du 
plasma, soit par de Purine, au cours de laquelle ce dernier est incube dans un tampon 
s61ectionne dans le groupe constitue par : 

(i) des tampons d'homogeneisation de Pechantillon biologique 
comprenant (1) un tampon selectionne dans le groupe constitue par les tampons 

30 comprenant au moins un agent tensioactif selectionne dans le groupe constitue par les 
agents tensioactife ioniques et les agents tensioactifs non-ioniques, un tampon glucosfi, 
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un tampon k base de saccharose et un tampon PBS et (2) optionnellement, une prot6i- 
nase K a une concentration finale comprise entre 1 et 8 fig/ml, de preference a une 
concentration finale comprise entre 2 et 4 ^ig/ml et 

(ii) les tampons de capture comprenant au moins (1) un agent 

5 tensioactif selectionne dans le groupe constituS par les agents tensioactifs ioniques et 
(2) optionnellement une proteinase K a une concentration finale comprise entre 1 et 8 
jig/ml, de preference a une concentration finale comprise entre 2 et 4 p,g/ml. 

Bien que dans les conditions de capture s61ectionnees a l'etape (b) 
ci-apres, le plasminogSne reconnaisse de fagon tres pr6f6rentielle la PrP* 5 , dans 

10 certaines situations un traitement manage prealable avec la PK (c'est-a-dire au cours 
de T6tape (a) de pr6paration de l'Schantillon biologique) permet de supprimer le 
signal U k une reconnaissance residuelle de la PrP sens . C'est la raison pour laquelle on 
considere que la mise en ceuvre menagee de la PK k cette etape est optionnelle ; par 
ailleurs, dans les situations oil Ton peut craindre que le traitement k la PK affecte la 

1 5 PrP res (par exemple dans un echantillon sanguin ou d'urine), cette etape de traitement a 
la PK peut etre supprimee. 

11 est a noter que la concentration en PK mise en ceuvre est beaucoup 
plus faible que celle utilis^e dans la Demande Internationale WO 01/23425 (50 fig/ml) 
ou dans les autres tests utilisant la PK (couramment entre 40 et 1 00 ng/ml). 

20 (b) une 6tape de capture de la PrP res sur ledit support solide, effec- 

tute obligatoirement en presence d'un tampon de capture tel que defini ci-dessus, sans 
PK, c'est-a-dire dans lequel les agents tensioactifs sont exclusivement des agents 
tensioactifs ioniques, par incubation de l'echantillon biologique obtenu a l'etape (a) 
avec ledit support sur lequel est immobilise de fa9on covalente du plasminogkie ; 

25 cette etape comprend, si necessaire, pr6alablement k 1 'incubation, une dilution de 
l'<§chantillon biologique obtenu k l'6tape (a) dans ledit tampon de capture, pour 
obtenir 1'ajustement de la concentration en prot&ne, et ce notamment dans le cas ou 
l'etape (a) a &t& mise en oeuvre dans un tampon d'homog&i&sation. 

La concentration optimale en proteine dans l'echantillon biologique 

30 varie selon le milieu 6tudi6. Dans le cas d'un homog6nat de cerveau, il est preferable 
qu'elle ne depasse pas environ 2 mg/ml (correspondant a un homogenat a 2 % p/v) 
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sous peine (T observer une perte d'efficacite de la capture de la PrP 1 *. Cette limitation 
est probablement liee a la presence dans Pechantillon de substances non caracterisees 
capables, elles aussi, de se Her au plasminogens Elle constitue un inconvenient par 
rapport a d'autres m&hodes de concentration (par exemple celle decrite dans la 
5 Demande Internationale PCT WO 99/41280) qui permettent de traiter des homogenats 
plus concentres (homogenat a 20% p/v soit environ 20 mg/ml de prot&ne). 

(c) une etape de denaturation menag6e de la PrP res fix^e sur ledit 
support par l'intermediaire du plasminogene, comprenant Pincubation de la PrP res avec 
un tampon de denaturation comprenant au moins un agent chaotrope, a une tempera- 

1 0 ture comprise entre la temperature ambiante et 1 00°C. 

Cette etape de denaturation menagee est compatible avec le maintien 
du complexe plasminogene/PrP rcs . 

(d) une etape de detection de la PrP res denaturee et fixee sur ledit 
support avec un anticorps specifique de la proteine PrP. 

15 Apr£s T etape (b) de capture, le support sur lequel est eventuellement 

fix6 la PrP™ 3 , peut avantageusement etre lave ; les conditions de lavage et en particu- 
lier le tampon de lavage utilise, ne sont pas critiques, dans le procede selon 
Pinvention. 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 
20 Pinvention, Pagent tensioactif ionique mis en ceuvre au cours de Petape (a) ou de 
. Petape (b) est seiectionne dans le groupe constitue par : 

- des agents tensioactifs anioniques, tels que le SDS (dodecylsulfate 
de sodium), le sarkosyl (lauroyl-sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate 
(DOC) de sodium, le taurocholate de sodium ; et 
25 - des agents tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl- 

sulfobetaine), le SB 3-12 (dodecyl-sulfobetaine), le SB 3-14 (tetiadecyl-sulfobetaine), 
le SB 3-16 (hexad6cyl-sulfobetaine), le CHAPS et le desoxyCHAPS. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 
Pinvention, Pagent tensioactif non-ionique, mis en ceuvre au cours de Petape (a) du 
30 procede selon Pinvention, est seiectionne dans le groupe constitue par le C12E8 
(dodecyl octaethyiene glycol), le Triton X100, le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 
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80, le MEGA 9 (nonanoyl methyle glucamine), l'octylglucoside, le LDAO ( dodecyle 
dimethyl amine oxyde) ou le NP40. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 
l'invention, la duree d'incubation de l'etape (a) est comprise entre 5 et 30 minutes a 
5 37°C, de preference pendant 10 minutes a 37°C. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 
l'invention, le tampon de capture comprend, de preference, du sarkosyl a une concen- 
tration finale comprise entre 0,5 % et 2 % (p/v), de maniere encore plus preferee a une 
concentration finale en sarkosyl de 1 % (p/v). 
10 Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 

l'invention, le tampon de capture comprend en outre un sel selectionn6 de preference 
parmi les sels de metaux alcalins, de preference du chlorure de sodium, de maniere 
encore plus preferee, a une concentration comprise entre 0,15 M et 0,5 M. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 
15 procede selon l'invention, le tampon de capture comprend en outre une proteine et de 
maniere encore plus preferee, de la serumalbumine bovine a une concentration de 0,2 
mg/ml. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede selon 
1'invention, la duree d'incubation de l'etape (b) est comprise entre 1 heure et 4 heures 
20. a temperature ambiante. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de l'invention, 
1' agent chaotrope mis en oeuvre au cours de l'etape (c) de denaturation menag6e est 
seiectionne dans le groupe constitue par Puree, un sel de guanidine, tel que le 
chlorhydrate de guanidine ou le thiocyanate de guanidine et le thiocyanate de sodium 
25 ou un melange de ceux-ci. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede selon 
l'invention, la duree d'incubation de l'etape (c) est comprise entre 10 et 60 minutes, 
de preference soit pendant 30 minutes a 37°C avec les plaques de microtitration soit 
pendant 10 minutes 4 100°C avec lesbilles magnetiques. 
30 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede selon 

l'invention, l'anticorps traceur de l'etape (d) est un anticoips polyclonal ou mono- 
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clonal selection^ dans le grcmpe constitu6 par les anticoips SAF et les anticorps anti- 
PrP recombinante ; de maniere plus precise, les anticorps SAF et plus particulierement 
les anticorps SAF-34, SAF-53 et SAF-61 ont et6 obtenus en immunisant des souris 
invalid6es pour le gene de la PrP avec des SAFs de hamster denatures (Demart et al, 

5 Biochem. Biophys. Res. Comnran., 1999, 265,652-657). Les anticorps BAR-221, 
BAR-224 et BAR-233 ont 6te obtenus en immunisant des souris invalid<§es pour le 
gene de la PrP avec vine PrP recombinante de mouton. L'anticorps 8G8 a 6t6 obtenu en 
immunisant des souris invalids pour le gene de la PrP avec une PrP recombinante 
humaine (Krasemann et al., J. Immunol. Methods, 1996, 199,109-118 et Mol. Med., 

10 1996,2,725-734). 

Conformement k Tinvention, le support solide est avantageusement 
s&ectionne dans le groupe constituS par les billes magnetiques et les plaques de 
microtitration. 

De maniere surprenante, le fait que l^chantillon biologique : 
15 - est, si n£cessaire, homogeneis6 dans un tampon d'homog&ieisation 

comprenant eventuellement de la PK, a des concentrations tres faibles (entre 1 et 8 
Hg/ml), 

- est incube dans un tampon de capture ne contenant comme agent 
tensioactif exclusivement des agents tensioactifs ioniques, 

20 - est mis en contact avec un support solide, sur lequel est fix6, de 

maniere covalente, du plasminogfene, 

- puis est soumis 4 une 6tape de d6naturation menagee qui egalement 
de maniere surprenante n'entraine pas la destruction de la liaison PrP res -plasminogene, 
permet une fixation selective de la PrP 168 sur le support solide et un dosage direct de la 

25 PrP 1 ^ sur le support solide, sans n&essiter d'etapes supplementaires. 

Un tel procede pennet d'effectuer un dosage continu complement 
automatisable, a la difference du procedd dterit dans la demande internationale PCT 
WO 99/41280 qui requiert une etape de centrifugation. Un tel dosage pr&ente, en 
outre, une sensibilite au moins aussi bonne que celle obtenue avec les m6thodes 

30 mettant en oeuvre une 6tape de purification, telles que decrites dans la Demande Inter- 
nationale PCT WO 99/41280. 
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La pr6sente invention a 6galement pour objet tine trousse de 
diagnostic pour la mise en ceuvre du procede tel que d6fini ci-dessus, caract£ris£e en 
ce qu'elle comprend en association : 

- au moins un tampon d'homogeneisation, tel que defini ci-dessus, 
5 - au moins un tampon de capture tel que defini ci-dessus, 

- au moins un tampon de d&iaturation tel que defini ci-dessus, 

- une proteinase K a une concentration finale comprise entre 1 et 
8 |ug/ml, de preference a une concentration finale comprise entre 2 et 4 jig/ml, et 

- un support solide sur lequel est lie, de maniere covalente, du 

10 plasminogdne. 

Outre les dispositions qui precedent, T invention comprend d'autres 
dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r^fere a des 
exemples non-limitatifs du proc6de selon l'invention ainsi qu'aux dessins annexes, 
dans lesquels : 

15 - la Figure 1 illustre Teffet de la concentration en proteinase K sur le 

rapport signal CP (contr61epositif) sur CN (contr61e negatif). 

- la Figure 2 represente une etude comparative de la detection de la 
PrP rcs de mouton a l'aide d'un dosage « sandwich» classique (BAR-224/SAF-34) ou 
avec le couple plasminog£ne/BAR224. 

20 - la Figure 3 represente une 6tude comparative du dosage de la PrP 1 " 65 

de mouton atteint de la tremblante en utilisant la technique decrite dans la Demande 
Internationale WO 99/41280 ou la m6thode selon l'invention : dosage « sandwich » 
plasminogene/BAR224 sur plaque de microtitration. 

- la Figure 4 represente une 6tude comparative du dosage direct 
25 (invention) et du dosage indirect (m&hode selon la Demande Internationale WO 

01/23425) de la PrP res de mouton atteint de la tremblante : comparison des conditions 
de capture par le plasminogene immobilise sur des billes magnetiques selon l'inven- 
tion ou selon la Demande Internationale WO 01/23425. 

- la Figure 5 illustre la comparaison de la detection de la PrP rcs utili- 
30 sant la technique de preparation de SAFs suivie par un dosage immunom6trique 
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(Demande Internationale PCT WO 99/41280) avec celle utilisant la capture de la 
PrP res sur des billes couples au plasminogene suivie d'un dosage direct (invention). 

- la Figure 6 repr6sente Teffet de la dilution d'un homogenat de 
cerveau de mouton atteint de la tremblante sur la detection de la PrP 1 * 5 par dosage 

5 direct sur du plasminogene couple a des billes magnetiques. 

- La figure 7 repr&ente des coxirbes de dilution de cerveau de souris, 
de vache et d'homme atteints par une ESST. Elle illustre la capacity du precede selon 
l'invention a effectuer le diagnostic de toutes les ESSTs. 

EXEMPLE 1 : Procede de detection selon l'invention : optimisation de differents 

10 paramitres 

1. Couolage du plasminogene sur support solide Covalink NH 

Le plasminogene est immobilis^ de fa9on covalente a la surface de 
plaques de microtitration Covalink NH (Nunc) a l'aide d'un agent couplant homo- 
bifonctionnel, le disuccinimidyl suberate (DSS). 100 p.1 d*une solution de DSS 
1 5 (12,5mg de DSS dissous dans 50 ml de DMSO et 50 ml de tampon carbonate 50 mM 
pH 9,5) sont incubus a la surface des puits Covalink NH pendant 1 heure k tempera- 
ture ambiante. 

Les puits sont lav6s 3 fois a l'eau distiitee puis 100 \xl d'une solution 
de plasminogene a 2,5 ^ig/ml en tampon carbonate 50 mM pH 9,5 sont incubes a la 
20 surface des puits pendant une nuit k temperature ambiante. Les puits sont vid6s et sa- 
tures avec du tampon EIA (tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, BSA 0,1% 
et azoture de sodium 0,01%) 

2. Preparation de Pechantillon (etane (a) du pr ocedfl et capture de la PrP rcs sur 
les plaques de microtitration Covalink NH contenant le plasmino gene tetape (b) 

25 du procede) 

A Conditions de preparation de l'echantillon en vue de la capture 
25 \i\ d*un homog6nat de cerveau de mouton atteint de la tremblante 
(CP = controle positif) ou sain (CN = controle negatif) sont incubus avec 225 \il de 
tampon EIA pH 7,4 comprenant un agent tensioactif ionique et de la proteinase K a 
30 une concentration finale de 1 fig/ml, pendant 10 minutes h 37°C, puis 10 nl de 
Pefabloc™ (inhibiteur de proteases correspondant au fluorure de [4-(2-aminoethyl) 
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benzdnesulfonyle] HC1) a 100 mM sont ajout6s. 100 \i\ d'6chantillon sont d6pos6s et 
incubes 2 heures a temperature ambiante dans les puits de la plaque de microtitration 
Covalink NH contenant le plasminogene. 

B. Effet des agents tensioactifs sur la capture de la PrP res par le 
5 plasminogene immobilise sur support solide Covalink NH 

Le Tableau I ci-apres illustre les resultats obtenus en utilisant 
l'anticorps BAR-224 pour d&ecter la PrP res associee au plasminogene aprfes d&iatu- 
ration m6nag6e par traitement a la guanidine/HCL 

Ce Tableau I decrit les conditions testees sur la capture de la PrP res 
10 par le plasminogene ; Ce Tableau detaille Peffet de differents agents tensioactifs : 
Sarkosyl= SK, Triton XI 00= T, NP40= Nonidet P40, Tween 20= Tween et Sodium 
docScyl sulfate= SDS. 
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Tableau I : Effet des detergents sur la capture de la PrP res de cerveau de mouton 
atteint de la tremblante par le plasminogene immobilise sur support solide 



plaque de microtitration Covalink NH. 



Composition des tampons d'incubation 


CN 


I CP 


CP/CN 


Tampon EIA + SK 0,5% 


0,066 


2,435 


37 17 


Tampon EIA + SK 0,5% + T 0,5% 


0,054 


1,857 


34 38 


Tampon EIA + SK 0,5% + T 1% 


0,006 


0,837 


139,42 


Tampon EIA + SK 0,5% + T 2% 


0,000 


0,550 




Tampon EIA + SK 1%- '-■ ~* > - r v X 


* 0,03.5 \ 


V 1^671 ,i 




Tampon EIA + SK 1% + T 0,5% 


0,079 


1 942 


9d ^ft 


Tampon EIA + SK 1% + T 1% 


0,097 


1,997 


90 5ft 


Tampon EIA + SK 1% + T 2% 


0,003 


0 851 




Tampon EIA + SK 1,5% 


0,020 


1 

1 ,H£.0 


71 AO 


Tampon EIA + SK 1 ,5% + T 0,5% 


0,103 


1 79S 


I 0,0/1 


Tampon EIA + SK 1 ,5% + T 1 % 


0,062 


1 Q7R 


?9 13 


Tampon EIA + SK 2% 


0 003 


O ROd 


Oct oq 


Tampon EIA + SK 2% + T 0,5% 


0,022 


1,430 


66,49 


Tampon EIA + SK 2% + T 1% 


0,026 


1,731 


67,88 


Tampon EIA + SK 2% + T 2% 


0,037 


1,88 


50,81 


Tampon EIA + T1% 


0,000 


0,027 




Tampon EIA + T2% 


0,000 


0,354 




Tampon EIA + T 4% 


0,006 


0,936 


170,18 


Tampon EIA + T 10% 


0 


1,018 I 




Tampon EIA + T 15% * 


0 


0,305 




Tampon EIA + SDS 0,5% 


0,017 


0,095 


5,59 


Tampon EIA + SDS 1% 


0,000 


0,008 




Tarn pon EIA + N P40 3% 


0,001 


0,779 


779,00 


Tampon EIA + NP40 3% + Tween 3% 


0,000 


0,905 




Tampon EIA + NP40 6% 


0,013 


0,801 


64,08 


PBS + NP40 3% + Tween 3% a 


0,004 


0,526 


150,29 


Tampon EIA + DOC 1% 


0,03 


0,014 


0,47 


Tampon EIA + SK1% + DOC 


0,011 


0,974 


88,55 



5 * ; R6sultats obtenus dans une experience diffSrente et normalises par rapport au 
r6sultat obtenu avec le tampon EIA + SK 1 % 

n : Conditions de la Demande Internationale WO 01/23425 utilisees pour la capture de 
la PrP res par le plasminogene. 
CN : controle negatif 
10 CP:contr61epositif 

Tampon EIA : tampon phosphate 0,lMpH 7,4 + NaCl 0,15 M + BSA 0,1% + azoture 
de sodium 0,01% 

Les conditions de capture selectionnSes pour la suite des essais sont : 
tampon EIA + SK 1 %, m§me si dans le Tableau I ci-dessus, d'autres conditions 
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presentent un rapport CP/CN 16gerement superieur parce que ces conditions foumis- 
sent un- diff&rentiel CP-CN fort et que dans d'autres experiences les resultats etaient 
inverses, la valeur des CN variant. 

En P absence d' agent tensioactif, aucune capture specifique n'est 
5 observee (on observe mSme une liaison de la PrP sens ). 

Les meilleurs resultats sont obtenus en utilisant comme agent 
tensioactif, le sarkosyL 

C. EfFets du pH et de la concentration en NaCl sur la capture de la 
Prprc par le plasminogene immobilise sur support solide Covalink NH 
10 25 pi (Tun homogenat de cerveau de mouton atteint de la tremblante 

ou sain sont incubes avec 225 \il de tampon EIA contenant differentes concentrations 
de NaCl et a differents pH et comprenant du sarkosyl k une concentration finale (p/v) 
de 1 % et de la proteinase K k une concentration finale de 1 jig/ml, pendant 10 
minutes a 37°C, puis 10 pi de Pefabloc™ a 100 mM sont ajoutes. On procede ensuite 
1 5 comme d6crit pr6c6demment. 

Le Tableau II illustre les resultats obtenus. 
Tableau II : Effet dn pH et de la concentration en NaCl sur la capture de la 
PrP res de cerveau de mouton atteint de la tremblante par le plasminogene immo- 
bilise sur une plaque de microtitration Covalink NBL 

20 



Composition des tampons d'incubation 


CN 


CP 


CP/CN 


Tampon EIA pH 6 + NaCl 0,15 M + SK 1% 


0,032 


0,515 


16,33 


Tampon EIA pH 6 + NaCl 0.3M+ SK 1 % 


0,033 


0,559 


16,94 


Tampon EIA pH 6 + NaCl 0,5M+ SK 1 % 


0,058 


0,499 


8,60 


Tampon EIA pH 6 + NaCl 0.8M+ SK 1 % 


0,168 


0,727 


4,33 


Tampon EIA pH 6,5 + NaCl 0,15 M + SK 1% 


0,080 


0,541 


676 


Tampon EIA pH 7 + NaCl 0,15 M + SK 1% 


0,090 


0,561 


6,23 


Tampon EIA pH 7,4 + SK 1% 


0,093 


0,454 


4,91 


Tampon EIA pH 8 + NaCl 0,15 M + SK 1% 


0,086 


0,326 


3,78 


Tampon EIA pH7,4 + SK1% 


0,068 


0,076 


1,12 


Tampp^EIA pft 7,4 + NaCl 0,5 M + SK 1% 


0,051 ^ 


4722 




Tampon EIA pH 7,4 + NaCl 1 M + SK 1% 


0,100 


0,518 


5,20 



* : Resultats obtenus dans une experience difierente et normalises par rapport au 
resultat obtenu avec le tampon EIA + SK1% 

Tampon EIA : tampon phosphate 0,1M pH 7,4 + BSA 0,1% + azoture de sodium 
0,01% 



WO 2004/008144 



PCT/FR2003/002117 



19 

Les conditions de capture de la PrP rcs selectionnees de preference 
sont les suivantes : tampon EIA + NaCl 0,5 M + SK 1% 

D. Effet de la concentration en proteinase K sur le rapport CP/CN 

25 pi d'un homog6nat de cerveau de mouton atteint de tremblante on 
5 sain sont incubSs avec 225 \i\ de tampon EIA pH 7,4 comprenant 0,5 M de NaCl, 1% 
final de sarkosyl et de la proteinase K a dififcrentes concentrations, 0, 0,5, 1, 2, 4, et 8 
Hg/ml finale pendant 10 minutes a 37°C, puis 10 (il de Pefabloc™ a 100 mM sont 
ajout£s. On procdde ensuite comme d6crit precedemment 

Le Tableau III et la figure 1 illustrent les resultats obtenus. 
10 Tableau III : Optimisation de la concentration en proteinase K (PK) 



Concentration de la PK en pg/ml 


CN _j 


CP 


CP/CN 


0 


0,133 


1,107 


8,32 


0,5 


0,178 


1,921 


10,79 


1 


0,240 


2,125 


8,87 


2 


0,162 


2,064 


12,74 


4 


0,108 


1,871 


17,40 


8 


0,103 


1,661 


16,20 



Ces resultats montrent que la PK a faible concentration (2 a 4 ng/ml) 
am&iore le rapport CP/CN, tout en conservant un bon signal CP. 
3. Denaturation menagfe de la PrP re$ , dans des conditions ou le complexe 
15 pIasminogene/PrP res n'est pas dissorie. 

A. Conditions preffrees de la denaturation 

Apres 2 heures de reaction a temperature ambiante, les puits sont 
lav6s puis incubes avec 100 \x\ de guanidine/HCl 8M pendant 30 min a 37°C. 

B. Effet de Pagent dfriaturant utilise apres capture et avant detection 
20 de la PrP"** par un anticorps marque 

25 jil d'un homogenat de cerveau de mouton scrapie et mouton sain 
sont incub6s avec 225 \i\ de tampon EIA pH 7,4 comprenant 0,5 M de NaCl, 1% de 
sarkosyl et de la proteinase K h une concentration finale de 1 \xg/wl pendant 10 
minutes a 37°C, puis 10 |il de Pefabloc™ k 100 mM sont ajout£s. 100 ^1 sont deposes 
25 dans les puits d*une plaque de microtitration contenant du plasminogene immobilise. 
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Apres 2 beures de r6action a temperature ambiante, les puits sont 
lav6s puis incubes avec 100 \x\ de differents agents denaturants pendant 30 min k 
37°C. 

Les puits sont a nouveau lav£s puis incubes avec un anticorps 
traceur, le BAR224 a 5 unites Ellman/ml, pendant 2 heures k temperature ambiante. 

Apres lavage, 200 [il d'une solution de revelation (reactif d'Ellman) 
sont ajoutds. L'absorbance a 414 nm des puits est mesuree apres 30 min de reaction. 

Le Tableau IV illustre les resultats obtenus. 
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Tableau IV : Effet de Tagent denaturant utilise apres capture et a vant detection 
de la PrP m de mouton par un anticorps marque. 



Agents denaturants 


UN 


CP 




Uree 2M 


a nnc 

0,05 o 




4 AG 


Uree 4M 


a ncc 

0,055 


n 4 4 R 


O 4 4 


Uree 8M 


0,056 






Guanidine/HCI 2M 


0,108 


a 4 i 

0,12 


4 44 
1,11 


Guanidine/HCI 4M^ 


0,083 _ 


A o 

0,2 

A A'C • ■ ' 


O A A 

2,41 

—A — .- -y-i-y . 

V.- ' A4\ O/fi:'' 


GLianld'ine/HCI 8M , ; 
NaSCN 2M 


0,118 


. [; : 1,445 ; ■- 
0,09 


11,84^ 
0,76 


NaSCN 4M 


0,054 


0,103 


1,91 


NaSCN 8M 


0,025 


0,918 


36,72 


Guanidine/SCN 2M 


0,072 


0,347 


A OO 

4,82 


Guanidine/SCN 4M * 


0,024 


0,394 


16,42 


Guanidine/SCN 6M 


A f\A d 

0,016 


U,oo1 


0O,UD 


NaN0 3 2M 


0,103 


0,097 


A A A 

0,94 


NaN0 3 4M 


0,084 


0,09 


1,07 


NaOH 1M 


0,038 


0,01 


A OO 

0,26 


NaOH 0.5M 


0,023 


0,074 


3,22 


NaOH 0,1M 


0,031 


0,175 


5,65 


HCi 1M 


0,092 


0,125 


1,36 


HCI 0,5M 


0,079 


0,136 


1,72 


HCI 0,1M 


0,057 


0,071 


1,25 


NaCI 2M 


0,085 


0,07 


0,82 


NaCl 4M 


0,063 


0,064 


1,02 


HFIP 50% 


0,026 


0,309 


11,88 


Methanol 


0,021 


0,027 


1,29 


Isopropanol 


0,059 


0,049 


0,83 


Ethanol 


0,042 


0,035 


0 f 83 


Acetonitrile 50% 


0,02 


0,023 


A A r~ 

1,15 


DMSO 50% 


0,014 


0,02 


A AO 

1,43 


SDS 0,5% 


0,003 


-0,006 




SDS 1% 


0,001 




U,UU 


SDS 5% 


-0,004 


-0,007 


1,75 


SDS 10% 


-0,008 


-0,009 


1,13 


DOC 5% 


0,088 


0,09 


1,02 


DOC 10% 


0,107 


0,094 


0,88 


TX-100 20% 


0,021 


0,021 


1,00 


SK 5% 


-0,011 


-0,012 


1,09 


SK 10% 


0,011 


-0,013 




SK 20% 


0,019 


0,005 


0,26 


Chaps 2% 


0,014 


0,012 


0,86 


Tp citrate 0,1 MpH3,5 


0,017 


0,022 


1,29 


Tp glycine 0,1M pH3,5 


0,013 


-0,001 




HFIP 10% 


-0,004 


-0,002 


0,50 


Tp EIA 


0,016 


-0,005 





* : Resultats obtenus dans une experience diff6rente et normalises par rapport au 
5 r6sultat obtenu avec le tampon EIA + SK 1 % 
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Seules certaines conditions test6es donnent un bon signal CP : ce 
sont toujours des agents chaotropes forts qui donnent line bonne ddtection de la PrP res , 
comme 1'uree, rhydrochlorure de guanidine, le thiocyanate de guanidine et le thio- 
cyanate de sodium. 

5 4. Detection de la PrP res complexee au plasminogen directement sur le support 
solide: selection de Panticorps de revelation 

On procede comme decrit au point 3., en utilisant comme agent 
denaturant la guanidine/HCl 8M. 

Huit Anticorps ont 6t6 testes a une concentration de 5 unites 
10 Ellman/ml : SAF34, SAF53, SAF61, 8G8, BAR221, BAR224, BAR231et BAR233. 
Le Tableau V illustre les resultats obtenus. 
Tableau V : Selection de Panticorps traceur pour la detection de la PrP res de 

mouton. 



Traceur 


CN 


CP 


CP/CN 


SAF34 


0,082 


2,163 


26,37 


SAF53 


0,381 


2,285 


6,01 


SAF61 


0,372 


2,385 


6,41 


8G8 


0,160 


1,014 


6,36 


BAR221 


0,039 


1,133 


29,04 


BAfe24 ^ 
BAR231 


0,020 


0,153 


; ^6^24 ; - 
7,85 


BAR233 


0,042 


0,767 


25,98 



15 L'anticorps traceur BAR224 donne le meilleur rapport CP/CN ainsi 

qu'un bon signal CP pour la detection de la PrP TO de mouton. 

EXEMPLE 2 : Etude comparative de la detection de la PrP res de mouton a l'aide 
d'un dosage « sandwich)) classique (BAR224/SAF34) ou avec le couple plasmino- 
gene/BAR224. 

20 Cette etude a permis de comparer la sensibility de detection des deux 

types de sandwich. Une preparation de PrP"* (SAF) a 6t6 obtenue a partir d'un cer- 

veau de mouton atteint de tremblante : 

- Pour le dosage « sandwich )) BAR224/SAF34 : les preparations de 

SAFs (selon le protocole des SAFs rapides, tel que decrit dans la Demande internatio- 
25 nale PCT WO 99/41280) a partir de 250 \A d'homogenat de cerveau de mouton atteint 

de la tremblante ou sain, sont reprises et denatures avec 25 jii d'un tampon denatu- 
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rant (tampon C, tel que (tefini dans la Demande international PCT WO 99/41280) 
pendant 10 min a 100°C. Les culots sont repris avec 250 fil de tampon EIA et dilues 
successivement en. tampon EIA. Les dilutions sont deposees dans les puits d'une 
plaque de microtitration contenant Panticorps BAR224. Apr&s 2 heures de reaction k 
5 temperature ambiante, les puits sont lav£s puis incub6s avec 100 \xl de Panticorps 
traceur SAF34 (a 5 UE/ml) pendant 2 heures k temperature ambiante. Apres lavage, 
200 \il de la solution de revelation sont ajoutes. L'absorbance a 414 nm est mesuree 
apres 30 minutes de reaction. 

- Pour le dosage « sandwich » plasminog£ne/BAR224 : les prepara- 

10 tions de SAFs (identiques a ci-dessus) sont reprises avec 250 fil de tampon EIA 
contenant du Pefabloc™ 4 mM finale, puis traitees par ultrasons jusqu'a dissolution 
du culot. On effectue ensuite des dilutions successives en tampon EIA comprenant du 
Pefabloc™. Les dilutions sont d£pos6es sur support solide (plaque de microtitration) 
contenant du plasminog&ne. Apr6s 2 heures d'incubation a temperature ambiante, les 

15 puits sont laves ; apres Petape de lavage, la PrP 1 ^ est d6naturee de fa9on menagee par 
de la guanidine/HCl (8M, 30 minutes a 37°C) puis les differents puits sont incubes 
avec 100 ^il de Panticorps traceur BAR224 (a 5 UE/ml) pendant 2 heures k tempera- 
ture ambiante. AprSs lavage, 200 \il de solution de r6v£lation sont ajoutes. 
L'absorbance a 41 4 nm est mesuree apr£s 30 minutes de reaction. 

20 La Figure 2 illustre les resultats obtenus et montre que les deux sys- 

temes pr6sentent une sensibilite comparable avec un leger avantage pour le dosage 
entierement immunologique. 

EXEMPLE 3 : E tude comparative du dosage de la PrP res de mouton atteint de la 
tremblante en utilisant la technique selon la Demande intemationale PCT WO 
25 99/41280 et le dosage « sandwich » p!asminogene/BAR224 sur plaque de micro- 
titration, selon Pinvention. 

Dans cette deuxieme exp&ience, on compare la sensibilite des deux 
proc6d6s en incluant, pour le procdde selon la Demande WO 99/41280, la technique 
de preparation des SAFs et pour la technique plasminogen, la dilution qu'il est n6ces- 
30 saire d'operer avant capture, notamment pour obtenir une concentration en proline, 
dans lliomogenat, de 20 mg/ml (2% p/v). 
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Un homogenat a 20% de cerveau de mouton atteint de la tremblante 
est dihi6 ou non dans un homogenat de cerveau de mouton sain (dilution 1/5, 1/1 0, 
1/20, 1/40, 1/80, 1/160 et 1/320). 

Dans le cas du test selon la Demande internationale WO 99/41280, 
5 les SAFs sont prepares a partir de 250 \i\ d'homogenat. Pour la partie detection, les 
anticorps BAR224 et SAF34 sont utilises comme anticorps de capture et anticorps 
traceur respectivement. 

Dans le cas du test selon Pinvention : 

. le plasminogene est immobilise sur les plaques de microtitration 

10 comme precise a Pexemple 1 ; 

. le dosage est effected &. partir de 25 \i\ d'homogenat, en utilisant 
comme tampon de capture, du tampon EIA comprenant 0,5 M de NaCl, 1% de sarko- 
syl et 2,5 fig/ml de proteinase K, comme agent denaturant de la guanidine/HCl 8M et 
comme anticorps traceur le BAR224. 

15 Les resultats sont illustres a la figure 3 et montrent que le test selon 

la Demande internationale PCT WO 99/41280 a un avantage tres net en termes de 
sensibilite parce qu'il traite 250 pi d'homogenat a 20%, soit 50 mg de tissu cerebral 
au lieu de 25 pi du raeme homogenat a 20%, soit 5 mg pour le test selon Pinvention. 
Cet inconvenient resulte de Putilisation de plaques de microtitration, parce que le 

20 volume dliomogenat a 2% traits est limits (au maximum 300 pi). Toutefois, cet 
inconvenient disparait lorsqu'on utilise des billes magnetiques qui pennettent de 
traiter des volumes tr£s importants (au moins 50 ml). 

EXEMPLE 4 : Etude comparative du dosage direct selon Pinvention avec un 
dosage indirect de la PrP"* de mouton atteint de la tremblante liee au plasmino- 
25 gene immobilise sur des billes magnetiques, Comparaison avec les conditions de 
capture utilisees dans la Demande Internationale WO 99/41280. 

- 100 fig de plasminogene ont St<§ couples b 1 ml de billes magneti- 
ques (Dynal M-280) selon la methode d£crite par le fabricant. 

- 25 nl d'un homogenat k 20 % de cerveau de mouton atteint de la 
30 tremblante ou sain sont incubes : 

(1) soit avec 225 pi de tampon de capture, tel que defini ci-dessus 
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(2) soit avec 225 ^1 de PBS comprenant 3% de NP-40 et 3% de 
Tween-20 (conditions decrites dans la Demande internationale PCT WO 01/23425). 

- 10 nl de billes, couptees an plasminogene, sont ajout& a chaque ■ 
echantillon puis incub6s 2 heures a temperature ambiante sous rotation. Les billes sont 
5 lav6es 3 fois : 

. soit (1) avec du tampon EI A comprenant 1% de Tween 20, 
. soit (2) avec du PBS comprenant 2% de NP-40 et 2% de Tween 20. 
Apres un lavage avec du PBS, on ajoute 30 jal de guanidine/HCl 6M 
pour le dosage direct et 30 \i\ d'urte 6 M et sarkosyl 0,25% pour le dosage indirect, 
1 0 puis on incube pendant 1 0 minutes k 1 00°C. 

Les resultats sont illustrfe h la figure 4 : 

. Dans le cas du dosage direct, apr6s P6tape de denaturation, les 
billes couplees au plasminogene sont lavees puis incub6es avec 500 yl de traceur 
BAR224 en tampon EIA/Tween 20 1% (a 5 UE/ml) pendant 2 heures a temp6rature 

15 ambiante sous agitation. Les billes sont ensuite lavees 2 fois avec du tampon 
EIA/Tween 20 1% et une fois avec du PBS, avant d'ajouter 600 nl de reactif 
d'Ellman. Apr6s 30 minutes de reaction, 200 nl de milieu r€actionnel sont preleves et 
l'absorbance a 412 nm est mesurSe. 

. Dans le cas du dosage indirect, apres l'etape de denaturation, la PrP 

20 d6naturee et 61uee du plasminogene est reprise avec 300 \il de tampon EIA et mesurSe 
a I'aide d'un dosage « sandwich » BAR224/SAF34. 

D ressort de cet exemple que les conditions de capture selon la 
pr&ente invention permettent d'obtenir des resultats significativement superieurs h 
ceux obtenus avec les conditions de capture de la Demande Internationale WO 

25 01/23425. On notera aussi que le dosage direct, plus simple est aussi plus sensible. 
Exemple 5 : Comparaison de la detection de la PrP rcs utilisant la technique de 
preparation de SAFs suivie par un dosage immunom&rique (methode selon la 
Demande Internationale WO 99/41280) avec celle utilisant la capture de la PrP res 
sur des billes couplees au plasminogene suivie d'un dosage direct. 

30 Dans le cas du dosage de la PrP res selon la methode d£crite dans la 

Demande Internationale PCT WO 99/41280, les SAFs sont prepares a partir de 500 jxl 
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d'homogenat a 20% de cerveau de mouton sain on atteint de la tremblante (dilue ou 
non dans un homogenat de cerveau de mouton sain au 1/10, 1/50 et 1/100). Les culots 
de SAFs sont repris et denatures avec 50 \x\ de tampon de denaturation (tampon C, tel 
que defini dans la Demande internationale PCT WO 99/41280) pendant 10 minutes k 
5 100°C. La quantity de PrP est ensuite mesur£e avec le kit de detection BIO-RAD 
Platelia™ BSE (r6f. 51103) (trousse immuno-enzymatique pour la detection in vitro 
de la PrP rcs apres purification selon la methode decrite dans la Demande Internationale 
PCT WO 99/41280). 

Dans le cas du dosage utilisant le plasminogene couple a des billes 

10 magnetiques, les 500 \ii d'homogenat (les memes que ci-dessus) sont dilues 10 fois 
dans du tampon EIA comprenant 0,5M de NaCl et 1% de sarkosyl, puis incubes avec 
30 jil de billes contenant le plasminogene immobilise pendant 3 heures h temperature 
ambiante. Apres lavage, une denaturation m£nag£e est realis^e par traitement avec une 
solution de guanidine/HCl pendant 10 minutes a 100°C. Apres 3 lavages avec du 

15 tampon EIA/Tween 20 1% et un lavage avec du PBS, les billes sont incubees avec le 
traceur BAR224 en tampon EIA pendant 2 heures a temperature ambiante. Les billes 
sont a nouveau lavees 3 fois avec du tampon EIA/Tween 20 1% et une fois avec du 
PBS avant d'ajouter la solution de revelation (r£actif d'Ellman). 

Les r6sultats sont illustres k la figure 5, qui montre que la technique 

20 plasminogene apparait au moins aussi sensible que le test selon la Demande Inter- 
nationale PCT WO 99/41280. L'utilisation de billes magnetiques permet de travailler 
avec un volume plus important et de compenser rinconv£nient lie a la n6cessite de 
diluer Thomog&iat avant la capture par le plasminogene. 

EXEMPLE 6 : E ffet de la dilution d'un homogenat de cerveau de mouton atteint 
25 de la tremblante sur la detection de la PrP re5 par dosage direct sur du plasmino- 
gene couple aux billes magnetiques* Demonstration de la capacite de la methode 
a concentrer la PrP res dilute dans un grand volume d'6chantil!on. 

500 ^1 d'un homog6nat de cerveau de mouton atteint de la 
tremblante sont dilues dans 5, 10, 20 et 50 ml de tampon EIA pH 7,4 comprenant 
30 0,5 M de NaCl et 1% de sarkosyl, puis incubes avec 30 |il de billes couplees au 
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plasminog&ie pendant 4 heures h temperature ambiante, Ensuite on procede comme 
d6crit ci-dessus. 

Les resultats sont illustres k la figure 6 qui montre la capacity du 
procede selon l'invention a concentrer la PrP res diluee. 
5 EXEMPLE 7 : A pplication de Pinvention & la detection de VrT*** dans des homo- 
genats de cerveaux de souris, de vache et d'homme atteints par une ESST. 

Des homogenats a 20% (p/v) obtenus a partir d'un cerveau de souris 
(infectee par nne souche de tremblante du mouton), d'un cerveau de bovin (infecte par 
TESB) ou d'un cerveau humain (infects par la maladie de Creutzfeldt-Jakob) ont 6t6 

10 dilues jusqu'i une concentration de 1% (p/v) dans le tampon de capture (tampon EIA 
comprenant du NaCl 0,5 M et du sarkosyl a 1% (v/v) final). Ces homogenats ont 
ensuite et6 mis au contact de billes magnetiques contenant du plasminogene immobi- 
lise et analyses dans les conditions decrites dans l'exemple 4. 

De maniere plus precise, on ajoute a 50 |il d'un homogenat de 

1 5 cerveau controle negatif ou positif (dilue ou non dans un homogenat negatif + 50 (J de 
SK10%), 850 Jul de tampon EIA/NaCl 0,5 M + 50 \il de SK10 % + 10 \xl de biiles 
magnetiques couplees a du plasminogene ; on incube 2h30 a temperature ambiante 
sous rotation ; les billes sont ensuite lavees, 3 fois avec du tampon EIA comprenant 
1% de Tween 20, puis une fois avec du PBS. La denaturation menagee est effectuee 

20 en presence de 50 |il de thiocyanate de guanidine (Gn/SCN) 4 M & 100°C pendant 8 
min. Apres l'etape de denaturation, les billes sont lavees en PBS puis incubees avec 
500 ill d'anticorps traceur 2h a temperature ambiante, sous agitation (a 5 UE/ml). Les 
billes sont ensuite lavees deux fois avec du tampon EIA/Tween 20 1 % et une fois avec 
du PBS, avant d'ajouter 1 ml de reactif d'Ellman. Apres 20 min de reaction, 200 |il de 

25 milieu reactionnel sont preleves et Pabsorbance a 412 nm est mesuree, 

Cette experience (figure 7) montre que le test decrit fonctionne avec 
d'autres especes que les moutons et peut detecter d'autres souches de prions que les 
souches de tremblante. 
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REVENDICATIONS 
1°) Procede de detection de la PrP rcs dans un echantillon biologique, 
mettant en oeuvre un support solide, notamment des plaques de microtitration on des 
billes magnetiques, sur lequel est immobilise du plasminog£ne, lequel procede est 
5 caracteris6 en ce qu'il comprend : 

(a) une etape de preparation de l'echantillon biologique, au cours de 
laquelle ce dernier est incube dans un tampon selectionne dans le groupe constitue 
par : 

(i) des tampons d'homogeneisation de l'echantillon biologique 
10 comprenant (1) un tampon selectionne dans le groupe constitue par les tampons 

comprenant au moins un agent tensioactif selectionne dans le groupe constitue par les 
agents tensioactifs ioniques et les agents tensioactifs non-ioniques, un tampon glucose, 
un tampon a base de saccharose et un tampon PBS et (2) optionnellement, une protei- 
nase K & une concentration finale comprise entre 1 et 8 ng/ml, de preference a une 
1 5 concentration finale comprise entre 2 et 4 ^ig/ml et 

(ii) les tampons de capture comprenant au moins (1) un agent 
tensioactif selection^ dans le groupe constitue par les agents tensioactifs ioniques et 
(2) optionnellement une proteinase K a une concentration finale comprise entre 1 et 
8 jig/ml, de preference a une concentration finale comprise entre 2 et 4 ng/inl ; 

20 (b) une etape de capture de la PrP res sur ledit support solide, effec- 

tuee obligatoirement en presence d'un tampon de capture, tel que defini ci-dessus, 
sans PK, par incubation de l'echantillon biologique obtenu a retape (a) avec ledit 
support sur lequel est immobilise de fa9on covalente du plasminogen ; 

(c) une etape de denaturation menagee de la PrP rcs fixee sur ledit 
25 support par Tintermediaire du plasminogene, comprenant l'incubation de la PrP res avec 

un tampon de denaturation comprenant au moins un agent chaotrope, h une tempera- 
ture comprise entre la temperature ambiante et 1 00°C et 

(d) une etape de detection de la PrP"* denature et fixde sur ledit 
support avec un anticorps sp6cifique de la proteine PrP. 
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2°) Procede selon la revendication 1, caracteris£ en ce que P agent 
tensioactif ionique mis en ceuvre au cours de Petape (a) ou au cours de Petape (b) est 
s£lectionn£ dans le groupe constitue par : 

- des agents tensioactifs anioniques, tels que ]e SDS (dod£cylsulfate 
5 de sodium), le sarkosyl (lauroyl-sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate de 

sodium, le taurocholate de sodium ; et 

- des agents tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl- 
sulfobetalne), le SB 3-12 (dod£cyl-sulfob6talne)» le SB 3-14 (t6trad6cyl-sulfob6taine), 
le SB 3-16 (hexadteyl-sulfobetaine), le CHAPS et le desoxyCHAPS. 

10 3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 

rise en ce que Pagent tensioactif non-ionique, mis en oeuvre au cours de Tetape (a) du 
procede selon Pinvention, est selectionne dans le groupe constitu£ par le C12E8 
(dodecyl octaethylene glycol), le Triton XI 00, le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 
80, le MEGA 9 (nonanoyl m6thyle glucamine), Poctylglucoside, le LDAO ( dod£cyle 
1 5 dintethylamine oxyde) ou le NP40. 

4°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 k 3, 
caracterise en ce que la duree d'incubation de Petape (a) est comprise entre 5 et 30 
minutes a 37°C, de preference pendant 10 minutes a 37°C. 

5°) Proc6d6 selon Pune quelconque des revendications 1 a 4, 
20 caracterisd en ce que le tampon de capture comprend de preference du sarkosyl a une 
concentration finale comprise entre 0,5 % et 2 % (p/v), de manifre encore plus prete- 
rm h une concentration finale en sarkosyl de 1 % (p/v). 

6°) Proc6de selon Pune quelconque des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce que le tampon de capture comprend en outre un sel selectionne de prefe- 
25 rence parmi les sels de metaux alcalins. 

7°) Procede selon la revendication 6, caracteris£ en ce que ledit sel 
est du chlorure de sodium, a une concentration comprise entre 0,15 M et 0,5 M. 

8°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, carac- 
terise en ce que le tampon de capture comprend en outre une proteine et de mani£re 
30 encore plus prefer£e, de la serumalbumine bovine h une concentration de 0,2 mg/ml. 
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9°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la dur6e d'incubation de P6tape (b) est comprise entre 1 heure et 
4 heures a temperature ambiante. 

10°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
5 caracterisS en ce que Petape (b) comprend, en outre, si ndcessaire, prealablement a 
ladite incubation, une dilution de Pechantillon biologique obtenu a Petape (a) dans 
ledit tampon de capture, pour obtenir 1'ajustement de la concentration en proteine. 

11°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
caracteris6 en ce que Pagent chaotrope mis en oeuvre au cours de Petape (c) de d£na- 
10 turation menagee est selectionne dans le groupe constitue par Puree, un sel de guani- 
dine, tel que Phydrochlorure de guanidine ou le thiocyanate de guanidine et le 
thiocyanate de sodium ou un melange de ceux-ci. 

12°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que la dur6e d'incubation de Petape (c) est comprise entre 10 et 60 
15 minutes, de preference soit pendant 30 minutes a 37°C avec les plaques de microtitra- 
tion soit pendant 10 minutes a 1 00°C avec les billes magnetiques. 

13°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce que Panticorps traceur de P&ape (d) est s61ectionne dans le groupe 
constitu6 par les anticorps SAF et les anticorps anti-PrP recombinants 
20 14 °) Trousse de diagnostic pour la mise en oeuvre du procede selon 

Pune quelconque des revendications 1 a 13, caracterisSe en ce qu'elle comprend en 
association : 

- au moins un tampon d'homogeneisation, tel que defini ci-dessus, 

- au moins un tampon de capture tel que defini ci-dessus, 

- 5 - au moins un tampon de d6naturation tel que defini ci-dessus, 

- une proteinase K a une concentration finale comprise entre 1 et 
8 fig/ml, de pr6ference a une concentration finale comprise entre 2 et 4 \xg/m\, et 

- un support solide sur lequel est lie, de maniere covalente, du 

plasminogine. 
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